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" Composition apte a stimuler la secretion d'insuline 
destinee au traitement du diabete non insulino- 
dependant" 

La presente invention se rapporte a tine 
5 composition antidiabetique specialement destinee au 
traitement du diabete de type II ou diabete non 
insulino-dependant . 

II est connu que le diabete touche, 
aujourd'hui, plus de t rente millions d'individus dans 
10 le monde, prenant la dimension d'un phenomene majeur 
sur le plan de la sante publique : a titre d'exemple 
on considere que, dans les pays europeens, le diabete 
atteint entre 2 et 5 % de la population, et qu'en 
France, environ 3 a 4 % des habitants souffrent de 
15 diabete non insulino-dependant qui est de loin le plus 
frequent et en particulier entre 5 et 10 % des sujets 

ages de 60 a 70 ans. 

De plus, et pour di verses raisons liees 
notamment a la richesse alimentaire, l'obesite, le 
20 tabagisme ou encore la diminution de l'activite 
physique, le nombre de diabetiques aurait double en 
France en une vingtaine d'annees, essentiellement du 
fait d'une augmentation du diabete non insulino- 
dependant . 

25 Cette affection est caracterisee par un 

defaut de regulation de la secretion d'insuline 
associee ou non a une insulino-resistance des tissus 
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peripheriques . L 1 alteration du f onctionnement des 
cellules B pancreatiques qui synthetisent l'insuline, 
survient des la phase initiale du diabete non 
insulino-dependant . Elle se traduit par une tres nette 
5 diminution de la secretion d'insuline en reponse a une 
stimulation glucosee. 

Pour traiter cette maladie, les specialistes 
ont en consequence ete tout naturellement amenes a 
rechercher des produits susceptibles de stimuler la 

10 secretion d'insuline ; parmi ceux-ci, seuls les 
sulf amides (sulf onylurees ) ont revele une efficacite : 
ce sont, en consequence, les seuls medicaments de ce 
tyP e qui sont actuellement proposes sur le marche . 

Cependant, malgre leurs avantages, les 

15 sulf onylurees presentent un certain nombre 
d'inconvenients avant tout lies aux difficultes 
rencontrees pour determiner la posologie adequate ; il 
en resulte des risques de surdosage pouvant provoquer 
frequemment des hypoglycemies , avec risque de coma 

20 hypoglycemique # notamment chez les personnes agees. 

II serait en consequence souhaitable de 
pouvoir disposer d'un medicament de nature a se 
substituer aux sulf onylurees pour stimuler la 
secretion d'insuline, tout en ne presentant pas les 

25 inconvenients susmentionnes . 

II s f agit la du but que I'on s f est fixe 
conformement a l 1 invention. 

Pour parvenir a celui-ci, on s f est souvenu 
que les anciens preconisaient, pour le traitement du 

30 diabete, des decoctions de graines d'une espece 
particuliere de trigonelle qui apparaissait deja dans 
les pharmacopees grecques et latines : le fenugrec, 
Trigonella foenum graecum L. f legumineuse facilement 
cultivable dans la region mediterraneenne - 

35 On a alors eu l f idee de verifier l f activite 
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de cette plante, et d 1 analyser celle-ci par des 
f ractionnements tres pousses dans le but de rechercher 
d'eventuels constituants qui pourraient etre 
responsables de cette activite. 
5 On a ainsi ete amene a mettre en lumiere les 

proprietes antidiabetiques de certains derives 
d'acides amines . 

L 1 invention concerne done une composition 
antidiabetique contenant de tels derives • 
10 Cette composition antidiabetique est 

caracterisee en ce qu'elle renferme en tant que 
substance active, a l'etat libre ou combine, au moins 
un acide amine mono ou polyhydroxyle et/ou ses formes 
lactoniques . 

15 Selon une autre caracteristique de l f inven- 

tion, la composition renferme un produit provenant de 
la metabolisation de la substance active. 

Parmi les acides amines susmentionnes , le 
plus actif s'est revele etre la 4 hydroxyisoleucine de 

20 formule : 

CH 0 - CH - CH - CH - C00H 

3 I I I 

OH CH 3 NH 2 

25 et/ou sa forme lactonique. 

En consequence, la composition anti- 
diabetique conforme a 1" invention renferme de 
preference ce compose. 

Cette composition peut etre administree par 
3q voie orale, intraveineuse ou intramusculaire, et 
renferme des excipients qui sont choisis en fonction 
de la forme galenique adoptee. 

La posologie peut elle aussi varier dans de 
larges limites sans pour cela sortir du cadre de 
35 I 1 invention et depend, en fait de chaque cas 
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particulier a traiter. 

La substance active peut, bien entendu, sans 
sortir du cadre de 1' invention etre d'origine 
quelconque, et en particulier etre obtenue par 
5 synthese. Cependant, et pour des raisons a la fois 
d'ordre philosophique et ecologique, les specialistes 
cherchent de plus en plus a proposer des produits dits 
"naturels" et la composition conforme a 1' invention 
est avantageusement derivee du regne vegetal. 

10 On a, a cet effet, pu constater que les 

trigonelles : Trigonella sp. renf erment des quantites 
utilisables non negligeables d'acides amines 
hydroxyles conformes a 1 1 invention presentant une 
activite antidiabetique, et en particulier que les 

15 graines de fenugrec renf erment en quant it e notable la 
4 hydroxyisoleucine. 

L 1 invention se rapporte en particulier a une 
composition douee de proprietes insulino stimulantes 
pouvant servir de reactif pour 1* exploration 

20 f onctionnelle du pancreas endocrine. 

Un precede d'obtention de la 4 
hydroxyisoleucine a partir de graines de fenugrec sera 
decrit ci-dessous dans l'exemple 1 : 
Exemple 1 

25 On rassemble des graines de fenugrec que 

I'on soumet a un broyage et a une extraction prealable 
a l'hexane a temperature ambiante de fa<?on a obtenir 
100 grammes de tourteau delipide. 

On soumet ensuite ce tourteau a six 

30 extractions hydro alcooliques successives avec de 
l'ethanol a 70 % a temperature ambiante (volume 
total : 2100 ml) . 

On concentre ensuite l'extrait obtenu sous 
press ion reduite a 130 ml, et on fait passer le 

35 concentrat sur une resine echangeuse de cations sous 
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forme H + (AMBERLITE IR 120 , ou DOWEX 50Wx8) dans une 
colonne de 36 cm de hauteur et 2 cm de diametre de 
fagon a retenir le produit recherche sur cette 
colonne. Celui-ci est ensuite elue en utilisant une 
5 solution d 1 ammoniaque N ou 2N. 

Apres concentration et reprise par de 
l'ethanol a 70 %, le melange est soumis a une 
chromatographie d f adsorption sur une colonne de 50 cm 
de hauteur et de 2,5 cm de diametre remplie de gel de 
10 silice 60, 70-230 mesh. On separe ainsi la 4 
hydroxyisoleucine qui est eluee avec de l f ethanol a 
70 % (250 ml). 

Le produit est ensuite concentre sous vide 
et purifie par cristallisation avec addition d f ether 
15 diethylique. 

On a ainsi pu obtenir 0,6 g de 4 
hydroxyisoleucine de f ormule : 

5 4 3 2 1 
CH - CH - CH - CH - COOH 
20 3 | I I 

OH CH, NH_ 
6 3 2 

titrant 99 % de purete qui a ete identifiee et 
caracterisee de la maniere indiquee ci-dessous : 

25 - Chromatographie sur couche mince (C.C.M) 

Une solution hydro alcoolique (ethanol 
70 % eau 30 %) de 4 hydroxyisoleucine ayant une 
concentration de 4 mg.ml~ 1 est deposee sur une plaque 
recouverte de gel de silice G, soumise a une elution 

30 avec un melange n-butanol/CH 3 COOH/H 2 0 (3/2/1) ou 
phenol/eau (3:1). La plaque est ensuite chauffee a 
110° C pendant 10 minutes et une solution acetonique 
de ninhydrine a 0,1 % est pulverisee. 

La 4 hydroxyisoleucine donne une seule tache 

35 rouge-orangee a violet te avec les deux systemes de 
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solvants. Les Rf sont respectivement les suivants : 
Rf (n Butanol-CH 3 COOH-H 2 0) : 0,36 
Rf (Phenol-H 2 0) : 0,45 

- Spectroscopie R.M.N. ( Appareil VARIAN EM 390 ) 

Cette analyse a ete effectuee a 90 MHz en 
utilisant une solution de 4 hydroxyisoleucine dans 
D 2 0, et en tant que standard interne le T.S-S (Acide 
trimethyl silyl propane, sel de Na) . 

Les resonances ont ete observees pour les 
valeurs suivantes : 

- 0,95 et 1,25 ppm. 

Ces doublets sont attribuables 

respectivement aux protons des groupes CH 3 des 
carbones C6 et c 5 . 

- 1,85 ppm 

Ce multiplet est attribuable au proton du 

c 3 . 

- 3,85 ppm 

Ce multiplet est compose d'un doublet du au 
proton du carbone C 2 et d'un multiplet du au proton du 
carbone C 4 

- Spectrometrie de masse par impact electronique 

Cette analyse a ete realisee sur un appareil 
JEOL JMS D 100 a 75 eV. 

Les fragmentations suivantes ont ete 

obtenues : 

148 [M + H] + : 5 % , 102 [M + H - C0 2 H 2 ] + : 32 % 
74[M + H - 74] + = 92 % , 58 [M + H - 74 - 16] + : 100 % 

- spectroscopie de masse par bombardement d'atomes 
rapides ou methode FAB ("Fast Atom Bombardement"). 

II s^git la d f une technique recente qui 
comporte une ionisation plus douce. Elle est, de ce 
fait, beaucoup mieux adaptee a la caracterisation des 
composes polaires labiles. 

La methode FAB est basee sur le principe 



2695317 



7 

d'une production d'ions caracteristiques de la 
structure du compose teste par borabardement de celui- 
ci par un faisceau d f atomes rapides. 

Le spectre de masse obtenu par cette methode 
5 d'ionisation comporte : 

- l'ion quasi moleculaire [M + H] + present 
a m/z 148 : 100 % 

- la perte d'une molecule d'eau est raise en 
evidence par la fragmentation m/z : 130 : 

10 35 % 

- la perte de C0 2 H 2 a partir de m/z 148 , se 
traduit par la formation de l'ion m/z 
102 : 30 % 

- l'ion m/z : 74 : 56 % correspond a la 
15 rupture en deux fragments (ion et neutre) 

de l'ion [M + H] + 
Afin d'etablir que ces trois fragmentation 
se produisent bien a partir de l'ion m/z : 148 [M + 
H] + , celui-ci est soumis a une autre collision selon 

20 la technique FAB/MS/MS. La composition des ions formes 
correspond bien a la filiation mise en evidence 
precedemment . 

Les analyses susmentionnees permettent 
clairement de mettre en evidence l'identite et la 

25 purete de la 4 hydroxyisoleucine obtenue ; on a en 
consequence pu utiliser ce compose pour la mise en 
oeuvre de tests pharmacologiques permettant de 
verifier l'activite antidiabetique de la 4 
hydroxyisoleucine ; ces tests qui ont ete 

30 respect ivement effectues in vitro au niveau des 
cellules et des organes et in vivo chez 1" animal sont 
resumes dans les exemples 2, 3 et 4. 

Dans ces trois exemples, les hormones 
pancreatiques (insuline et glucagon) ont ete evaluees 

35 par dosages radio-immunologiques . 
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La glycemie a ete dosee a 1 1 auto-analyseur 
Technicon par la methode au ferricyanure de potassium. 

Les resultats ont ete soumis a une analyse 
de variance suivie du test de comparaison multiple. 
5 Exemple 2 . 

Investigation au niveau des ilots de Langherans isoles 
de pancreas de rat . 

Apres digestion du pancreas par la 
collagenase, les ilots de Langerhans qui possedent des 

10 cellules B secretant I'insuline ont ete separes des 
autres elements du digestat, preleves sous la loupe 
binoculaire, puis deposes dans des tubes d f incubation - 
Cette methode , qui presente l'avantage de ne 
necessiter qu'une faible quantite de substance permet 

15 une etude directe des effets de la composition sur des 
cellules endocrines pancreatiques, en particulier des 
cellules B insulino-secretrices , a 1 1 exclusion de 
toute interference avec les tissus exocrines et 
annexes . 

20 Sur des Hots isoles de rats Wistar, incubes 

en presence de 8,3 mM de glucose (1,5 g/1) pendant une 
heure, on a recherche l'effet de differentes 
concentrations de 4 hydroxyisoleucine sur la secretion 
d'insuline. Les resultats obtenus sont reportes sur le 

25 schema joint en annexe 1 sur lequel les histogrammes 
representent pour chaque dose de 4 hydroxyisoleucine 
la secretion d'insuline mesuree sur 10 minutes. 

Sur ce schema, on peut noter qu'un effet 
stimulant sur la secretion apparalt pour une 

30 concentration de 4 hydroxyisoleucine de 200 pM (avec 
une incertitude inferieure a 5 %). Cette stimulation 
de la secretion augmente legerement en fonction de la 
dose de 4 hydroxyisoleucine. 

A titre comparatif , on a observe dans les 

35 memes conditions les effets de deux analogues 
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structuraux de la 4 hydroxyisoleucine : I'isoleucine 
et la leucine, et on a pu constater que pour ces deux 
substances, I'effet stimulant sur la secretion 
d'insuline n'apparait que pour des concentrations 50 a 
5 100 f ois superieures . 
Exemple 3 

Investigation au niveau du pancreas isole et perfuse 
de rat . 

Pour realiser ce test, le pancreas a ete 

10 totalement isole de tous les autres organes et tissus 
voisins (rate, estomac, duodenum, graisse epilolque) 
et perfuse en circuit ouvert dans une chambre de 
perfusion, avec une solution physiologique . Cette 
preparation presente I'avantage de respecter 

15 l'integrite f onctionnelle et vasculaire de l'organe, 
tout en le soustrayant aux influences regulatrices 
(humorales ou nerveuses) auxquelles il est 
habitue llement soumis. 

Dans cet exemple, les experiences ont ete 

20 realisees en presence d'une concentration de glucose 
de 8,3 mM. Dans ces conditions, on a etudie l f effet 
sur la secretion d'insuline d'une perfusion de 4 
hydroxyisoleucine a la concentration de 200 pM pendant 
10 minutes. Le schema joint en annexe 2, sur lequel 

25 les result at s de cette experimentation sont reportes 
montrent clairement que la stimulation est immediate 
et biphasique et persiste pendant toute la duree de la 
perfusion. 

Pour "af finer" ces resultats, on a egalement 
30 etudie l'effet sur la secretion d'insuline de la 4 
hydroxyisoleucine a des concentrations de 50 et 500 
liM. Les quantites d'insuline secretees pendant les 10 
minutes de perfusion, sont indiquees ci-dessous : 



35 
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Secretion d'insuline 
(ng/10 mn) 



Glucose seul 


810 


+ 


83 


Glucose + 4 hydroxyisoleucine (50 pM) 


1232 


± 


93 


Glucose + 4 hydroxyisoleucine (200 pM) 


1520 


+ 


154 


Glucose + 4 hydroxyisoleucine (500 pM) 


2206 


+ 


213 



Ce tableau montre que l'effet stimulant 
augmente en f onction de la concentration de 4 hydro- 
xyisoleucine • 

II est a noter qu'au cours de ces expe- 
riences, on n'a observe aucune modification du debit 
vasculaire pancreatique et du taux de glucagon 
pancreatique, hormone de contreregulation qui tend in 
vivo a augmenter le taux de glycemie et par consequent 
a attenuer les effets de la stimulation de la 
secretion d f insuline. 

Les resultats montrent clairement que la 
stimulation de la secretion d'insuline observee en 
presence de la composition est due a une stimulation 
directe de la cellule B de l'ilot de Langherans. 
Exemple 4 

Experimentation "in vivo" 

Au cours de cette experimentation, des rats 
Wistar ont ete anesthesies puis munis de catheters 
dans les deux veines jugulaires. Dn catheter permet le 
prelevement d f echantillons de sang necessaires au 
dosage du glucose et de I'insuline plasmatiques . 
L ' autre catheter est utilise pour 1 1 injection 
intraveineuse de la substance a tester. 

Le tableau joint en annexe 3 montre, chez le 
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rat Wis tar anesthesie, prealablement nourri ad 
libitum, 1' effet d'une administration aigue par voie 
intraveineuse de 4 hydroxyisoleucine a la dose de 9 
mg/300 g de poids vif sur I'insuline plasmatique d f une 
5 part # et la glycemie d 1 autre part. 

Ce tableau montre que 1 1 administration de 4 
hydroxyisoleucine declenche une augmentation immediate 
et particulierement importante du taux d'insuline 
plasmatique. La consequence de cette hyperinsulinemie 

10 est une diminution de la glycemie. Cette reduction du 
taux de glucose circulant devient significative 15 
minutes apres 1' injection et atteint environ 30 % par 
rapport a la valeur de depart a la 90eme minute. 

Dans ces conditions experimentales, aucun 

15 effet lateral secondaire a l 1 injection de 4 
hydroxyisoleucine n f a ete observe : ni polypnee, ni 
tachycardie, ni hypoxie. 

lies tests susmentionnes montrent clairement 
que la 4 hydroxyisoleucine est une substance qui a la 

20 propriete de stimuler puissamment la secretion 
d'insuline a tous les niveaux d' organisation : 
cellulaire, organe isole, animal entier. "In vivo" 
l 1 induction de 1' hyperinsulinemie a pour consequence 
une reduction de la glycemie. Les tests "in vitro" 

25 demontrent que la 4 hydroxyisoleucine , aux 
concentrations de l f ordre de la pM, stimule la 
secretion d'insuline par un effet direct sur la 
cellule B de I'ilot de Langerhans. 

II est done clair que la 4 hydroxyisoleucine 

30 pourrait avantageusement etre utilisee en tant que 
produit actif dans des compositions destinees a la 
therapeutique du diabete non insulino-dependant . 



35 
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ANNEXE 1 



Evaluation de l'effet direct de la 4 hydroxyisoleucine 
sur la secretion d'insuline d'ilots de Langerhans 
isoles. 

8i 
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ANNEXE 2 



Effet sur la secretion d'lnsuline d'un pancreas isole 
de rat d'une perfusion de 4 hydroxyisoleucine a la 
concentration de 200 uM pendant 10 min. 



PERFUSION DE 
GLUCOSE 8.3 mM 



3 



PERFUSION DE 4 HYDROXYISOLEUCINE 
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REVENDI CATIONS 

1) Composition antidiabetique, caracterisee 
en ce qu'elle renferme en tant que substance active, a 
l'etat libre ou combine, au moins un acide amine mono 

5 ou polyhydroxyle et/ou ses formes lactoniques. 

2) Composition antidiabetique selon la 
revendication 1, caracterisee en ce qu'elle renferme 
un produit provenant de la metabolisation de la 
substance active. 

10 3) Composition antidiabetique selon l'une 

quelconque des revendications 1 et 2, caracterisee en 
ce que la substance active est la 4 hydroxyisoleucine 
de formule : 

1C; CH 0 - CH - CH - CH - COOH 

15 3 I | | 

OH CH 0 NH 
3 2 

et/ou sa forme lactonique. 

4) Composition antidiabetique selon l'une 
20 quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 

ce que la substance active est d'origine vegetale. 

5) Composition antidiabetique selon la 
revendication 4, caracterisee en ce que la substance 
active est obtenue a partir de trigonelles ( Trigonella 

25 spO • 

6) Composition antidiabetique selon la 
revendication 5, caracterisee en ce que la substance 
active est extraite de graines de fenugrec ( Trigonella 
foenum graecum L. ) . 

30 7) Composition antidiabetique selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 6 douee de 
proprietes insulino stimulantes f caracterisee en ce 
qu'elle peut servir de reactif pour 1 1 exploration 
f onctionnelle du pancreas endocrine. 
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